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中 华 蜜蜂 化 学 感受 蛋白 基因 Acer-CSPI 克隆 
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摘要 : 化 学 感受 蛋白 (chemosensory proteins, CSPs) 是 昆虫 化 学 感受 系统 中 重要 的 组 成 部 分 之 一 。 本 研究 殉 隆 了 中 华 
蜜蜂 Apis cerana cerana 化 学 感受 蛋白 基因 4cer-CSP1 ， 其 核 苷 酸 全 长 331 bp (GenBank 登录 号 为 FJ157352) , 编码 116 
个 氨基 酸 残 基 , 预测 蛋白 分 子 量 为 13. 85 kD, 等 电 点 为 4.89, 上 且 含 有 4 个 保守 的 半 胱 氮 酸 残 基 , 均 符 合 昆 虫 CSPs 的 
一 般 特 征 ,， 且 与 意 蜂 CSP1 基因 具有 99. 196 的 相似 性 , 与 其 他 昆虫 也 有 45.3%~ 68.0% 的 相似 性 。 利 用 2 … “法 及 绝 
对 定量 法 的 real-time PCR 技术 对 Acer-CSP1 在 中 蜂 不 同 船 官 表 达 特 征 进 行 了 研究 , 得 出 的 一 致 结论 为 4cer-CSP1 Sj 
著 水 平地 高 丰 度 表达 于 中 华 蜜蜂 触角 , 其 次 大 量 表达 于 头 部 。 由 于 触角 为 中 华 蜜蜂 最 主要 的 嗅觉 需 官 ， 而 头 部 则 具 
有 发 达 的 感觉 神经 系统 和 味觉 系统 , 这 也 提示 Acer-CSPI1 极 有 可 能 参与 中 华 蜜蜂 的 嗅觉 以 及 其 他 化 学 感受 功能 。 
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Abstract: Chemosensory proteins ( CSPs) are a class of the most important proteins involved in chemical 
communications and perception in insects. In this study, one CSP gene from the Chinese honeybee, Apis 
cerana cerana, was cloned and characterized, which was named Acer-CSP] ( GenBank accession no. : 
FJ157352). The Acer-CSP1 cDNA was 351 bp in length, encoding 116 amino acid residues with the 
predicated molecular mass of approximately 13. 85 kD and pl of 4. 89, of which four conservative cysteines 
are included. With the general characteristics of the CSP gene family in insects, Acer-CSP1 showed high 
similarity (99. 1% ) with the CSP1 gene of A. mellifera and moderate similarity (45. 396 — 68. 096 ) with 
the CSP genes of other ten insects analyzed with the deduced amino acid sequences. The expression of the 
Acer-CSP1 in different sensory organs of A. cerana cerana was compared using both relative (2 ^^^") and 
absolute quantitative analyses of real-time PCR. The results indicated that the Acer-CSP/ was primarily 
expressed in the antennae, followed by the head, but least expressed in other organs ( wings, legs, thorax, 
and abdomen). Since the antennae are the major olfactory organs and the head is the major sensory and 
gustatory organ of the honeybee, the results suggest that the Acer-CSP/ gene is most likely involved in the 
olfaction, gestation and other chemosensory functions of the insect. 
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悉 食 物 MAJI ERK REI PE e T fe As 222 E, 
而 通过 味觉 来 进一步 甄别 其 中 的 刺激 物 从 而 引起 取 
食 和 交配 等 行为 (Sanchez-Gracia et al., 2009) 在 
这 种 化 学 感受 机 制 中 ,主要 有 两 大 类 分 子 发 挥 作 
用 :一 类 主要 在 昆虫 感受 冀 外 围 发挥 作 用 ,主要 由 
AROE H ( odorant-binding proteins, OBPs) 和 化 
学 感受 和 恒 日 ( chemosensory proteins, CSPs) 2H py; 另 
外 一 类 为 化 学 受 体 ,主要 由 蝇 觉 受 体 (olfactory 
receptor, OR) 和 味觉 受 体 (gustatory receptor, GR) 
组 成 。 各 种 分 子 形成 一 个 有 机 整体 , 共同 在 昆虫 化 
学 感受 系统 中 发 挥 作 用 。 

昆虫 化 学 感受 重 日 (CSPs ) 是 一 类 生化 上 呈 弱 
酸性 的 小 分 子 重 日 ，1994 年 首次 在 黑 腹 采 蝇 
Drosophila melanogaster 触角 中 发 现 ， 当 时 描述 为 可 
YA PE IR DE FF S E H (olfactory specific-D, OS-D) 
(McKenna et al., 1994) 和 A-10 ( Pikielny et al., 
1994) , 以 有 别 于 功能 相对 明确 的 气味 结合 和 蛋 日 
OBPs, HAJ C Ze TE 85588 H 0088 H RAHUS H 
14 科 20 多 种 昆虫 中 发 现 CSPs 的 存在 (Wanner et 
al.，2004) ， 且 国内 学 者 也 对 其 逐渐 关注 ( 王 桂 荣 
等 , 2005; 薪金 炜 等 , 2006; 张 志 春 等 , 2009; 张 帅 
等 , 2009) 。 由 于 CSPs 在 分 子 结构 、 表 达 模 式 以 及 
功能 上 均 与 OBPs 存在 较 大 的 差异 , 而 有 关 CSPs 的 
生理 功能 、 作 用 机 制 等 还 有 着 众多 疑问 之 处 ， 所 以 
CSPs 已 成 为 昆虫 学 界 目前 的 研究 热点 之 一 。 

中 华 蜜 蜂 Apis cerana cerana ( 简称 中 蜂 ) 为 原 产 
中 国 的 本 土 蜜蜂 , 它 较 意大利 蜜蜂 Apis mellifera L. 
(简称 意 蜂 ) 具有 更 灵敏 的 噢 党 、 敏 锐 准 确 的 鉴别 能 
力 和 强烈 的 排 异性 ,能 有 效 地 利用 零星 蜜源 ,并 且 
作为 意 蜂 主 要 寄生 螨 Ak Hir BL Varroa destructor 
( Anderson and Trueman, 2000) 的 原始 寄主 ,具有 
jEpmsnRBypDutE. rPEEBJIXRBRER (29 AKD 
过 程 均 与 其 化 学 感受 行为 紧密 相关 , 故 其 化 学 感受 
和 蛋 日 CSPs 也 有 可 能 参与 了 这 一 独特 生理 行为 。 目 
前 已 经 在 中 蜂 工蜂 触角 中 成 功 殉 隆 鉴定 了 一 种 化 学 
感受 蛋白 Acer-ASP3, 并 且 证 明 其 不 参与 搜索 蜜 粉 
源 等 嗅觉 活动 , 但 可 能 参与 蜂 集 内 个 体 信息 识别 以 
及 触角 的 机 械 运 动 (Li et al., 2007) ; 另外 也 对 其 时 
空 表达 进行 了 人 研究 (Li et al., 2009)。 本 实验 在 上 述 
研究 的 基础 上 , 利用 RT-PCR 技术 成 功 地 克隆 了 一 
个 编码 中 华 蜜蜂 化 学 感受 重 日 CSP1 的 基因 , JEU 
用 两 种 定量 策略 的 real-time PCR. 技术 对 其 在 中 蜂 
不 同 部 位 表达 谱 特 征 进行 了 综合 鉴定 和 分 析 ， 对 研 





究 化 学 感受 重 日 在 中 蜂 排 寞 及 抗 晴 过 程 葛 定 了 一 害 
的 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

中 蜂 工 蜂 50 头 取 目 浙江 大 学 蜂 场 ; pGEM-T 
Easy 载体 购 目 Promega 公司 , 大肠 杆菌 Escherichia 
coli Top10 为 本 室 保 存 。 主 要 试剂 及 工具 酶 :总 
RNA 提取 试剂 盒 TRIzol, Super-Seript" II JX HE 3t [lj 
购 自 Invitrogen 公司 ， Super? Premix Ex Taq™ II AX 
DNA marker DL2000 33A E TaKaRa 公司 ,质粒 微 
量 抽 提 与 凝 胶 回 收 试剂 盒 购 目 U-gene 公司 ，dNTP、 
T4 DNA IM X-gal, IPTC. A TEER TH E 
海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 , 其 他 均 为 国产 
或 进口 分 析 纯 试剂 。 
1.2 总 RNA 提取 及 cDNA 第 一 链 的 合成 

通过 Trizol 试剂 提取 和 分 离 50 头 中 蜂 不 同 部 
位 (触角 头 . 胸 、. 腹 . 足 `. 翅 ) 的 总 RNA, 按 各 部 位 1 pg 
并 利用 Super-Script IJ 友 转 录 获 得 cDNA 第 一 链 。 
1.3 中 蜂 CSP1 引物 设计 

根据 GenBank 中 意 蜂 化 学 感受 蛋 日 CSP1 基因 
( Amel-CSP1 ) 序列 ( GenBank 登录 号 : DQ855482 ) ， 
利用 Primer Premier 5. 0 软件 , 设计 引物 CSP1 ( 表 
1) 。 为 方便 以 后 将 目的 片段 亚 克 隆 至 其 他 载体 上 ， 
在 正 反 向 引物 上 设计 BamH I „Hind 亚 双 酶 切 位 点 。 
引物 由 上 海 英 骏 生 物 技术 有 限 公 司 合成 。 
1.4 中 蜂 CSP1 cDNA 的 扩 增 克隆 和 测序 

以 触角 的 cDNA 第 一 链 为 模板 , 用 引物 CSPI 
对 其 进行 PCR 扩 增 。 降 落 PCR Ix ARTE :947C RAE 
性 3 min 后 , 94C ATE 45 s, 69 退火 4$ s, 72% 延 
伸 1 min, 共 进 行 15 个 循环 , 每 循环 一 次 退火 温度 
降低 1C 直至 50%C, 然后 94% 45 s, 50%C 45 s, 
72 1 min 共 进 行 20 个 循环 ,最 后 727C 延伸 
10 min, 将 PCR 产物 经 190 Jt JE PR SE Nie E UK T 3 A 
纯化 ,克隆 至 pGEM-T Easy 载体 内 后 , 转化 Top10 
感受 态 细胞 , fnESAESEXE HU DH TE vL EE PES 28 E 8E SE 
骏 生 物 技术 有 限 公 司 进 行 测序 。 
1.5 RHES PCR 引物 的 设计 

根据 1.4 中 测序 结果 设计 中 蜂 CSP1 基因 特异 
性 引物 qCSP1( 表 1), 用 来 进行 不 同 部 位 表达 的 定 
量 分 析 ; 根据 GenBank 中 意 蜂 B-actin 序列 (XM_ 
623378) 设计 内 人 参 引 物 Be-Ac, 
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R1 本 研究 所 用 中 蜂 CSP1 基因 引物 列表 


Table 1 Oligonucleotide primers used for the isolation and expression of the CSP1 gene in Apis cerana cerana 


引物 功能 引物 名 称 引物 序列 (5' -3") 退火 温度 (%C ) 
Primer function Primer name Primer sequence Annealing temperature 
基因 克隆 CSP1-F GCGGATCCATGCGCCATAATTAT 
Molecular cloning CSPI-R GGTAAGCTTTTATGCGCCTTCGTC 50 
qCSP1-F GCCCTTGTTTAACTCC 
荧光 定量 PCR qCSP1-R CTTTATCATTATTTCCACGA 50 
Real-time PCR Be-Ac-F TCCTGCTATGTATG TCGC2 
Be-Ac-R AGTTGCCATTTCCTGTTC 53 


1.6 质粒 标准 品 的 制备 

将 1.4 中 阳性 克隆 接种 于 LB 55254 rP CT 2A 
TH ERR 50 mg/mL), 377C RAF, 提取 阳性 元 
隆 质粒 ， 紧 外 分 光 光 度 计 对 质粒 DNA 浓度 进行 分 
析 , 根据 质粒 碱 基 长 度 计算 得 出 单位 浓度 质粒 所 合 
目的 基因 拷贝 数 , 并 倍 比 稀释 6 个 浓度 梯度 (拷贝 
数 分 别 为 10 , 10°, 10^, 10^, 107, 10774L) ,进行 
绝对 定量 中 标准 曲线 的 制作 。 
1.7 中 蜂 CSP1 基因 的 real-time PCR 定量 表达 

利用 1.5 中 设计 的 引物 及 1.6 中 制备 的 中 蜂 
CSP1 基因 质粒 标准 品 , 以 1.2 中 提取 的 各 部 位 
cDNA 为 模板 ,于 1Q5 real-time PCR 检测 系统 (Bio- 
Rad) 上 进行 操作 , 每 一 样品 重复 3 次 。PCR 扩 增 程 
FE 95?C 预 变 性 3 min, 94% 30 s, S0% 30 s, 72% 
40 s, 45 个 循环 , 72C 5 min; 最 后 以 每 10 s 上 升 
0. 5*C 的 速度 从 50*C F) 95 ^C ERAH 2 
1.8 数据 统计 与 分 析 

分 别 根据 相对 定量 和 绝对 定量 的 策略 对 于 CSP1 
基因 在 中 蜂 各 部 位 的 表达 谱 进 行 分 析 。 其 中 相对 定量 
则 依据 各 样品 与 其 对 应 的 B-actin 所 得 的 Ct 值 , 利用 
2 方法 (Livak and Scehmittgen, 2001) 进行 分 析 ， 而 


绝对 定量 依据 制作 的 标准 曲线 来 计算 出 未 知 样本 的 精 
确 找 贝 数 , 不 同样 本 之 间 的 差异 显著 性 分 析 采 用 
ANOVA 方法 进行 (P<0.05, LSD 多 重 比较 )。 


2 结果 与 分 析 


2.1 中 蜂 化 学 感受 蛋白 CSP1 基因 cDNA 扩 增 与 克隆 

以 中 蜂 触角 cDNA 第 一 链 为 模板 , 根据 意 蜂 化 
学 感受 蛋 日 基因 序列 设计 的 CSP1 引物 进行 PCR 扩 
增 后 , 得 到 约 350 bp 的 特异 性 PCR 条 带 。 将 目的 
FES TRAH TA DNA 连接 酶 进行 连接 后 , 转化 
JA B Top10, PCR 鉴定 结果 显示 目的 片段 克隆 
成 功 , 最 后 送 样 测序 。 
2.2 序列 测序 结果 与 分 析 

中 蜂 CSP1 cDNA 全 长 核 苷 酸 序列 如 图 1 所 示 
(推测 的 须 基 酸 序 列 位 于 核 音 酸 序 列 之 下 ) 。 该 目 
的 基因 全 长 为 351 bp( GenBank 登录 号 :FJ1S73532 ) ， 
编码 116 个 氨基 酸 残 基 , KE N Xm 22 个 氨基 酸 为 
言 号 肽 序列 ,预测 蛋白 分 子 量 为 13. 85 kD, SEA 
为 4.89。 旦 成 熟 肽 序列 中 含有 4 个 保守 的 半 胱 氮 
酸 位 点 (图 1 HARER), 以 上 特征 均 符 合 昆 忠 化 学 
感受 和 蛋 日 的 一 般 特 点 。 经 BlastX DIER, 其 与 意 


ATGCGCCATAATTATATTGTAATATTAATATTATCTTTATTAACGTGGACATATGCTGAGGAACTTTATTCT 

MRHNYIVILILSLLTWTYAEELYS 
GATAAATATGATTATGTGAATATTGACGAAATTTTAGCAAATGATCGTCTACGAAATCAATATTATGATTGT 
DKYDYVNIDEILANDHRLIRNSOSO:!YY!Y onDCQ() 
TTCATCGATGCAGGCCCTTGTTTAACTCCGGATTCAGTATTCTTTAAAAGTCACATAACAGAAGCGTTTCAA 
FIDAGP(OLTPDSVFFKSHITEARFG 
ACACAATGTAAAAAATGTACTGAAATTCAAAAACAAAACTTGGACAAATTAGCAGAATGGTTTACTACAAAT 
T QOK K(OTEIQKQNLDEKLAESWFTITN 
GAACCAGAAAAATGGAATCATTTCGTGGAAATAATGATAAAGAAAAAAGACGAAGGCGCATAA 


EPEKWNHEFVEIMIKKKDESÁ4A:s: 
图 1 中 蜂 CSP1(hcer-CSP1) 核 车 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 1 


Nucleotide and deduced amino acid sequence of CSP1 gene from Apis cerana cerana ( Acer-CSP1 ) 


单 下 划 线 为 预测 的 信号 肽 序列 ， 双 下 划 线 为 终止 密码 子 , 圆圈 所 示 4 个 保守 的 半 胱 氨 酸 。The predicted signal peptide sequence is labeled by 


single underline, terminate codon is labeled by double underline, and 4 conservative Cys are labeled by circles. 
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INHFVEIMIKKKDEGA------------- 



















IREMEEVM KSKYDPEN LTERYRELAAKAGIAL 125 
| [JNV RAKYDPEN FIEKYRDEAKBAGINL 125 
MSA VVHLIEEA KONITPVSGGFI---- 126 

NE TAKYDPER YTTKYEKELKKIKA-- 128 

 TAKYDPEN FTAKYEKELREIKA-- 127 

TAKYDPEN FTAKYEKELREIKA-- 127 

DS AN PDK YRVKFEEEAKKLGINV 130 
DS ANKYDPDK YRVKFEEEAKKLGINV 130 
QEWCD VOKIMDLA KLNIPFTR-------—- 102 
DETA IKKEMEDASKQNS—— ---------- 92 


Aaeg-serthr kinase (XP 001660783, Diptera) 


A Acer-CSPl . -MBH---NYIVI 
Amel-CSP1 -MRH---NYIÀ 
Aaeg-s/ kinase | -MKL----FIA 
Cqui-CSP1 -MEL----LIÀ 
Lhum-CSP MGKS---SLCI 
Sexi-CSP2 -MKS-MIVL 
Bman-CSP3 -MNS-LIAFCI 
Bmor-CSPb5 -MNS-LIAFCI LA 
Acer-ASP3 -MEVSIICLVIMAA VAARPDE-Z 
Amel-ASP3 -MKVSIICLVIMAAIV/UVAARPDE- 
Cjap-CSP . -------- 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 EEN 
Pdom-CSP1 一 一 一 一 一 
Acer CSP1 
Amel CSP1 
Aaeg ssi kinase 
Cqui CSP1 
Lhum CSP 
Sexi CSP2 
Bman CSP3 
Bmor CSP5 
Acer ASP3 
Amel ASP3 
Cjap CSP 
Pdom CSP1 
B 
Ü 
OU 
100 
99 
99 
mu 96 
76 
0.05 
图 2 


Cqui-CSP1(XP 001844687, Diptera) 


Acer-ASP3 (ABD97846, Hymenoptera) 


100 Amel-ASP3 (NP 001011583, Hymenoptera) 
Sexi-CSP2 (ABM67689, Lepidoptera) 
Bman-CSP3 (ACA24124, Lepidoptera) 
Bmor-CSP5 (BAF34353, Lepidoptera) 


100 





Amel-CSP1 (NP 001071288, Hymenoptera) 
Pdom-CSP1 (AAPS55719, Hymenoptera) 


Lhum-CSP (AAN01363, Hymenoptera) 
Cjap-CSP (BAD83397, Hymenoptera) 


中 蜂 CSP1 多 序列 联 配 (A) 及 系统 发 育 树 分 析 (B) 


Fig. 2 Alignment of the deduced amino acid sequence of CSP1 from Apis cerana cerana with homologous proteins from other 
insect species ( GenBank BLASTP) ( A) and the neighbor-joining ( NJ) tree of their sequences ( B) 
Acer; HIERIE Apis cerana cerana; Amel; 意大利 蜜蜂 Apis mellifera; Aaeg: Y RIFE Aedes aegypti; Cqui: Sft ES. Culex quinquefasciatus ; Lhum: 
阿根廷 蚂蚁 Linepithema humile; Sexi: 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua; Bman: FRÆ Bombyx mandarina; Bmor: ZÆ Bombyx mori; Cjap: HRS Ë 


HX Camponotus japonicus; Pdom; 马蜂 Polistes dominulus. 


蜂 CSPI 基因 具有 99.1% 的 相似 性 , 表明 同 源 性 较 
高 ， 故 命名 其 为 Acer-CSP1 基因 , 与 其 他 昆虫 也 有 
45.396 ~68. 0% 的 相似 性 。 通 过 ClustalW 进行 多 序 
列 比 对 , 利用 N-J 法 对 Acer-CSP1 及 其 相似 序列 进 
行进 化 树 分 析 ,， 结果 如 图 2 所 示 , 与 中 蜂 CSP1 相 
似 性 较 高 的 序列 绝 大 多 数 为 化 学 感受 蛋 日 , HYR 
有 4 个 保守 的 半 胱 氨 酸 的 典型 CSP 标志 。 男 外 中 
蜂 CSP1 与 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti 的 一 种 丝氨酸 /办 
ARABERA 37.8% 的 相似 性 ,有 旦 该 激酶 让 具有 4 
个 保守 的 半 胱 氨 酸 的 典型 的 CSPs 结构 (图 2)。 
2.3 ”基于 2- 信 和 法 的 Acer-CSPI 的 表达 特征 

利用 2-^“* 法 相对 定量 的 策略 ， 对 4cer-CSP7 
TE FECI [e] EE PAL BUR XA ETT AE E UTI. 结果 表 
Bj, Acer-CSP1 1l B-actin 扩 增 产物 为 非常 单一 的 两 


个 单 峰 , 表明 扩 增 条 件 较 好 (图 3), 数据 分 析 表 明 ， 
Acer-CSP1 在 中 蜂 触角 中 的 表达 量 最 高 ， 其 次 在 头 
部 ,在 其 他 部 位 似乎 不 表达 (图 4)。 
2.4 ”基于 绝对 定量 法 的 Acer-CSPI 的 表达 特征 
采用 绝对 定量 策略 进一步 明确 Acer-CSP1 在 中 
蜂 各 组 织 内 部 的 具体 拷贝 数 , 熔 解 曲线 显示 Acer- 
CSPI 扩 增 情况 良好 (图 5$),， 利用 6 个 浓度 梯度 
(10^, 10°, 10 ,10 , 10 ,107ZRL) 制 作 标准 线 的 相 
关系 数 为 0.986, 斜率 为 -3.199, 表明 线性 程度 较 
好 , 符合 绝对 定量 的 要 求 ( 图 6)。 经 计算 和 
ANOVA 方差 分 析 ( 忆 大 0.0$，LSD 多 重 比较 ) Acer- 
CSPI 在 中 蜂 不 同 顺 官 的 表达 丰 度 如 下 :触角 表达 量 
显 车 高 于 腹部 和 头 部 ,而 后 者 则 显著 高 于 翅 、 胸 和 
足 ( 图 7, 表 2)。 
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相对 荧光 单位 Relative fluorescence unit 


50 55 60 65 70 75 80 85 
温度 Temperature (%C) 


图 3 Acer-CSP1 熔 解 曲线 (2 -公法 ) 
Fig. 3 Melting curve graph of real-time PCR of 4cer-CSP7 
( method of 2 ^ ^^*) 
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相对 表达 量 Relative expression level 
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触角 3x 胸 腹 足 3H 
Antenna Head Thorax Abdomen Legs Wings 


图 4 Acer-CSP1 在 不 同 器 官 的 表达 情况 
(相对 定量 法 ) 
Fig. 4 Transcription profiles of Acer-CSP/ in various 
organs of Apis cerana cerana 


( method of relative quantitative analysis ) 
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相对 荧光 单位 Relative fluorescence unit 
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温度 Temperature (C) 


图 5 Acer-CSP1 熔 解 曲线 (绝对 定量 法 ) 
Fig. 5 Melting curve graph of real-time PCR of 4cer-CSP7 


( method of absolute quantitative analysis ) 
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起 始 拷 贝 数 对 数值 Log starting quantity, copy number 


图 6  Acer-CSPI 标准 曲线 (绝对 定量 法 ) 

Fig. 6 Standard curve of real-time PCR of Acer-CSP1 
( method of absolute quantitative analysis) 
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原始 拷贝 数 Original copy number 





触角 x 胸 腹 是 3H 


Antenna Head Thorax Abdomen Legs  — Wings 
图 7 Acer-CSP1 ÆA Fjár EC HRAM EREA) 
Fig. 7 Transcription profiles of Acer-CSP1 in various 
organs of Apis cerana cerana 


( method of absolute quantitative analysis) 


R2 4cer-CSP1 在 不 同 器 官 的 原始 拷贝 数 
Table 2 Original copy number of Acer-CSP]1 in various 


organs of Apis cerana cerana 


器 官 Organ 拷贝 数 Copy number (copies/ ug) 
触角 Antenna 1.80 x 10$ +9.89 x 10^ a 
头 Head 3.48 x 10? +9.75 x 10* b 
胸 Thorax 1.70 x 10* +2.45 x10? c 
腹 Abdomen 4.32 x 10? +5.72 x10* b 
Ii Legs 7.68 x10? +4.05 x10? c 
38] Wings 1.82 x 10* +6.29 x10? c 


表 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 , 数据 后 不 同 字母 表示 不 同事 官 中 基因 


拷贝 数 在 0.05 水 平 上 差异 显著 (LSD 多 重 比 较 ) Data are mean 
X SD, and those followed by different lowercase letters indicate 
significant difference in gene copies among different organs at the 0. 05 


level ( LSD test). 
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3 讨论 


本 研究 通过 RT-PCR 技术 对 中 华 蜜 蜂 化 学 感受 
EA CSPI 基因 进行 了 全 长 克隆 。 基 因 全 长 为 351 
bp, GenBank 登录 号 为 FJ157352, 日 预测 和 蛋 昌 分 子 
量 为 13.85 kD, 等 电 点 为 4.89, 并 且 含 有 4 个 保守 
的 半 胱 氨 酸 位 点 (图 3) ,以 上 特征 均 符合 昆虫 CSPs 
的 一 般 特 征 , 且 与 意 蜂 CSPI 基因 具有 99. 196 的 相 
似 性 , 与 其 他 昆虫 也 有 45.3% ~68.0% 的 相似 性 。 
进一步 分 析 发 现 该 蛋白 与 4 aegypti 中 参与 信号 转 
导 的 一 种 丝氨酸 /办 氨 酸 激酶 有 一 定 的 同 源 性 
(图 2: B), 提示 Acer-CSPI 有 可 能 是 从 昆虫 化 学 通 
讯 中 受 体 信号 传递 分 子 进 化 而 来 。 

本 人 研究 采用 了 相对 和 绝对 两 种 策略 的 real-time 
PCR 技术 ,以 全 面 了 解 Acer-CSP1 在 中 蜂 不 同 器 官 
的 表达 特征 。 其 中 2 “法 相对 定量 的 策略 表明 ， 
Acer-CSP1 在 中 蜂 触角 中 的 表达 量 最 高 ， 其 次 在 头 
部 , 在 其 他 部 位 似乎 不 表达 ; 绝对 定量 的 结果 表 
BH, Acer-CSP1 在 中 蜂 触 角 中 表达 量 要 显著 高 于 腹 
部 和 头 部 ， 且 后 者 显著 高 于 刻 、 胸 和 是 (图 7,， 表 
2) 。 这 两 种 策略 虽然 具体 方法 不 同 , 但 得 出 的 一 致 
结论 为 Acer-CSP1 丰 度 高 且 显 著 表 达 于 中 蜂 触 角 ， 
大 量 表达 于 头 部 ,由 于 触角 为 中 蜂 最 主要 的 嗅觉 
官 ， 而 头 部 则 具有 发 达 的 感 党 神经 系统 和 味 党 系 
统 , 这 也 提示 Acer-CSP1 极 有 可 能 参与 中 蜂 的 串 觉 
以 及 其 他 化 学 感受 功能 。 男 外 两 种 方法 均 确 定 
Acer-CSP1 在 工蜂 胸 、 足 和 翅 中 表达 丰 度 极 低 ， 而 对 
于 腹部 的 表达 特征 上 两 种 方法 的 巡 然 不 同 , 我 们 认 
为 可 能 是 由 于 腹部 B-actin 内 参 表 达 丰 度 较 高 而 造 
成 了 相对 定量 上 显示 出 来 的 低 丰 度 效果 。 

从 意 蜂 全 基因 组 中 已 经 发 现 了 6 个 CSPs, 其 中 
半 和 定量 结果 显示 仅 有 CSPI 与 CSP3 在 触角 中 表达 
量 较 高 (Forét et al., 2007) , RRI Mf EHA 
学 分 析 也 验证 了 这 一 点 (Dani et al., 2010) ， 触 角 中 
的 高 丰 度 表达 表明 CSP1 与 CSP3 极 有 可 能 参与 意 
蜂 的 嗅觉 反应 。 但 在 中 蜂 的 CSPs 中 ，Acer-CSP1 与 
万 外 一 个 中 蜂 化 学 感受 重 昌 Acer-ASP3 ( 与 意 蜂 
CSP3 同 源 ) 的 表达 谱 也 存在 一 定 差异 ， 如 Acer- 
ASP3 不 仅 高 丰 度 地 表达 于 中 蜂 触角 ， 更 倾 问 于 高 
丰 度 表达 于 中 蜂 的 翅 及 胸 腹 部 ( 李 红 亮 等 ，2009 ) ; 
进一步 研究 表明 ，Acer-ASP3 fr rp IE H5 be ws E 
AX, MARETA EBUHLUMES Li et al., 
2007) ， 以 上 也 显示 了 中 蜂 不 同化 学 感受 重 日 功能 


上 的 多 样 性 。 所 以 有 这 样 一 种 假设 , 即 CSPs 与 编 
码 不 同类 型 气味 结合 蛋 日 的 基因 可 能 来 源 于 同一 前 
体 , 而 这 类 重 日 最 早 感 知 的 气味 范围 较 广 ,以 后 这 
些 气 味 识别 和 蛋 日 通过 进化 ,被 专 化 性 更 高 的 OBPs 
和 PBPs MIRE (RZS, 2009) 。 但 是 该 假设 对 于 
某 些 功能 特殊 的 CSPs 无 法 解释 , 如意 蜂 CSP5 仅 特 
异性 地 表达 于 卵巢 ,， 且 参与 了 卵巢 的 发 育 (Maleszka 
et al., 2007) ,与 气味 识别 根本 无 关 。 所 以 作者 认 
为 CSPs 很 可 能 作为 一 种 信号 传导 通路 中 的 一 类 分 
T, 才 会 经 和 常 表达 于 昆虫 全 身 各 部 位 ， 导 致 功能 复 
杂 多 样 ， 因 为 所 在 带 官 组 织 不 同 , 而 似乎 表现 为 一 
种 功能 的 具体 化 。 如 本 研究 中 的 Acer-CSP1, KE 
度 高 且 显 著 表 达 于 中 蜂 触 角 , 似乎 作为 气味 识别 分 
子 参与 了 类 似 OBPs 的 嗅觉 分 子 运载 功能 , 但 经 同 
源 性 分 析 , 又 有 可 能 作为 信号 传递 通路 中 的 一 类 受 
体 分 子 参与 中 蜂 化 学 信息 配 体 的 嗅觉 识别 机 理 。 所 
以 本 研究 不 仅 让 富 了 昆虫 化 学 感受 重 日 功能 的 研究 
内 容 , 也 为 进一步 研究 中 蜂 独 特 化 学 感受 生理 学 功 
能 提供 了 新 的 思路 。 
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